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INTRODUÇÃO 

A crescente incidência de câncer de tireoide (CT) no Brasil parece se dever a vários fatores além do 
aumento de detecção (1). O estresse oxidativo (EO) é um dos elementos envolvidos na desregulação de vias 
relacionadas com o desenvolvimento neoplásico, tendo em vista a presença de desregulação energética e a 
geração de espécies oxidativas de potencial cancerígeno quando em excesso (2, 3). Nas células tireoidianas, 
há circulação constante de espécies oxidantes como peróxido de hidrogênio (H2O2) e iodeto (I-) decorrentes 
da síntese hormonal (2). Para que haja homeostase, é essencial a presença de um sistema antioxidativo 
eficiente que evite efeitos deletérios decorrentes do EO, e diversas enzimas tem papel fundamental na 
detoxificação tireoidiana (4-6). Dentre elas, destaca-se a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), 
catalisadora da síntese de NADPH que é cofator essencial a enzimas redutoras e ao balanço oxidativo (2, 7, 
8). Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) no gene G6PD estão presentes em cerca de 400 milhões de 
pessoas ao redor do mundo, sintomáticos ou não (9), e são categorizados em 5 classes de acordo com o 
grau de atividade enzimática (9-11). Tais SNPs podem afetar a integridade morfofuncional da G6PD e 
contribuir para o desenvolvimento do CT, uma vez que a enzima se insere na reprogramação metabólica e 
interage com fatores de transcrição que podem se associar à morte de células neoplásicas (6, 12, 13).  

A infecção viral é outro fator estressor para o desenvolvimento cancerígeno de diversas patologias, 
um exemplo disso é a infecção pelo Herpes Simplex Vírus tipo 2 (HSV-2). Cerca de 13% da população mundial 
está infectada por HSV-2 (14) e, apesar de sua transmissão via sexual e o tropismo pelas regiões genital e 
orofacial (16), pode se difundir e atingir diversos órgãos. Nestes, pode promover processos neoplásicos, como 
o aumento no risco do desenvolvimento de carcinomas cervicais invasivos em mulheres soropositivas para 
HPV (15). Quanto à tireoide, nela, foi observado que o HSV-2 se associa a metástases linfonodais e à 
promoção do estresse oxidativo (OS) (17-22), este correspondendo a um mecanismo proposto para facilitar 
a replicação e a atividade dos herpesvírus (23-25). Além disso, as infecções virais regulam estrategicamente 
os processos celulares do hospedeiro e subvertem as defesas antivirais das células, inclusive parte de seu 
ciclo de vida (26), propiciando a progressão de eventos celulares patológicos.  

São escassos os estudos explorando variantes de G6PD em nódulos tireoidianos e seu possível 
impacto na evolução neoplásica. Assim, este trabalho tem como objetivo selecionar potenciais SNPs danosos, 
favoráveis ao estabelecimento de um microambiente tireoidiano carcinogênico, buscando prever seus 
potenciais impactos na morfologia, função e estabilidade da G6PD. Feita esta investigação, pretende-se 
avaliar a presença de infecção viral por HSV-2 e sua possível relação com os polimorfismos estudados, 
verificando se há maior ou menor propiciação à entrada do vírus em células com enzimas G6PD anômalas. 

 

METODOLOGIA 

Para a realização da análise in silico, a sequência FASTA das isoformas da enzima G6PD (A e B) 
foram extraídas do UniProt (ID:P11413-3 e P11413, respectivamente) e os polimorfismos do tipo missense 
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foram recuperados do dbSNP presente na plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information). 
Todos os dados recuperados foram exportados para o Excel. 

Para prever e analisar a patogenicidade de G6PD com precisão, 9 ferramentas de análise in 
silico foram usadas, incluindo SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) que fornece previsões dos efeitos das 
trocas de aminoácidos presente na sequência de proteínas. SIFT prevê os SNPs prejudiciais utilizando como 
base o grau de resíduos de aminoácidos conservados em comparação com as sequências montadas por 
meio de PSI-BLAST. Score de SIFT varia de 0 a 1, e pontuações ≤0,05 são previstas pelo algoritmo como 
prejudiciais substituições de aminoácidos, enquanto pontuações> 0,05 são consideradas toleradas. 

Após predição, as variantes classificadas como deletérias no SIFT, foram analisadas na plataforma 
PredictSNP1.0, consenso de nove ferramentas (SIFT, PolyPhen-1, PolyPhen-2, MAPP, PhD-SNP, SNAP, 
PANTHER, PredictSNP e nsSNPAnalyzer) que prevê alterações proteicas. A partir desta ferramenta, esta e 
as seguintes terão a análise em duas partes, primeiramente com a sequência FASTA da isoforma B, seguida 
da isoforma canônica A.  

As variantes deletérias foram analisadas em ferramentas que preveem o impacto na estabilidade de 
proteínas e seu potencial patogênico (figura 1). Dentre elas, I-Mutant 1.0 e MUpro, duas ferramentas que 
avaliam se a substituição poderia alterar a estabilidade da proteína. A estabilidade das proteínas é o principal 
fator que afeta a função e a atividade das moléculas biológicas. A energia livre do desdobramento da proteína 
é crítica para a estabilidade da proteína. Portanto, o impacto da mutação na estabilidade da proteína poderia 
ser determinado com precisão estudando o efeito da mutação na energia livre.  Tendo como parâmetro a 
diferença de energia livre de Gibbs (ΔΔG) e a direção da mudança após a mutação de ponto único da 
proteína; pontuações positivas aumentam a estabilidade da proteína, enquanto uma pontuação negativa 
designa desestabilização. 

As demais ferramentas, (PolyPhen 2, Provean, SNPs & GO, PMUT e PANTHER) analisam alterações 
estruturais e funcionais na proteína. A PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2) verifica os efeitos de cada 
substituição de aminoácido nas propriedades estruturais e funcionais da proteína G6PD através da aplicação 
de abordagens físicas e comparativas, fornecendo previsões precisas com três resultados possíveis, seja 
provavelmente prejudicial, possivelmente prejudicial ou benigno. Score varia de zero a 0,95. Analogamente, 
a ferramenta Protein Variation Effect Analyzer (Provean) prevê alterações nas funções da proteína por 
substituição ou indel, com base no agrupamento e alinhamento de sequências pontuação baseada. Variantes 
com pontuação menor que -2,5 são consideradas deletérias. A SNPs & GO é baseada na máquina de vetor 
de suporte, prevendo impacto das variações na proteína ao calcular informações funcionais provenientes do 
banco de dados Gene Ontology (GO). Valores de p > 0,5 para cada variante são previstos como causadores 
de doença. A PMUT, que prediz a natureza patológica da proteína anômala, baseia-se em mecanismo de 
rede neural e calculando hot spots mutacionais. PANTHER estima chance de impacto funcional calculando o 
tempo de preservação de um aminoácido na linhagem da proteína de interesse. Ao calcular o tempo em 
milhões de anos que um aminoácido foi preservado na linhagem proteica, proporcional à probabilidade de 
impacto funcional, tem-se que quanto maior o tempo de preservação, maior a chance de impacto. 

 

 

 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Dos 517 SNPs recuperados no dbSNP, que abrangem variantes das isoformas A e B, 127 foram 
deletérios (score <0.1 e >0) na plataforma SIFT Blink. Destes, 64 foram considerados deletérios com a 
pontuação do índice de tolerância 0,00 na plataforma SIFT e no PredictSNP 1.0, com acurácia esperada 
variando de 51% a 87%. No MUpro e I-Mutant 1.0, as 64 variantes tiveram sua estabilidade reduzida (ΔΔ 

Figura 1 – Ferramentas utilizadas na análise in silico. 
Autoria própria. 
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G<0, oscilando entre -2,9 e -0,1 kcal/mol). Os resultados referentes as alterações estruturais e funcionais 
estão representadas no Diagrama 1. Das 64 variantes, 39 foram cumulativamente considerados como 
altamente deletérias em 100% das ferramentas analisadas.   

 

 
 
 

Todos polimorfismos com potencial deletério (tabela 1) não apresentavam desequilíbrio de ligação. 
Além disso, para caracterizar e melhor compreender o papel dos polimorfismos previstos, foram utilizadas 
três bases de dados: LitVar, ClinVar e UniProt. A partir de buscas sobre as variantes proteicas, foi observado 
que 76,7% dos polimorfismos potencialmente deletérios foram previamente categorizados de acordo com o 
grau de atividade enzimática (G.A.E.). A partir de estudos moleculares, onde 33,3% foram de classe I 
(G.A.E.<1%), 20% de classe II (G.A.E. < 10%) e 23,3% de classe III (10%<G.A.E.<60%). Os restantes (23,3%) 
não passaram por tal categorização, ou mesmo não se encontram registrados e consolidados na literatura 
atual. Vale ressaltar ainda que, apesar da maioria dos polimorfismos apresentarem dados relativos à atividade 
molecular, grande parte dos estudos que fornecem tais resultados são antigos – datam da década de 1990 - 
ou escassos, demandando uma investigação mais aprofundada nas alterações de interesse em caso de 
análise futura em outros contextos. 

Quanto à importância clínica, nota-se majoritário direcionamento dos trabalhos à genotipagem 
populacional, como a da G6PD Montalbano em povos italianos e a G6PD Orissa em povos indianos, e a 
acometimentos hematológicos, com destaque a anemias hemolíticas (destaque à G6PD A-) e sinais e 
sintomas delas decorrentes. No que tange à oncogenética, não há estudos que explorem o impacto dos 
polimorfismos abordados nesse trabalho, apenas investigações contemporâneas que estudam a G6PD 
selvagem e a via das pentoses como alvo terapêutico, inclusive em casos de câncer de tireoide. 

 

SNP Nome habitual SNP Nome habitual SNP Nome habitual 

rs1050828 Asahi/A- rs137852330 Coimbra rs137852346 Aveiro 

rs74575103 Montalbano rs137852332 Nilgiri rs137852347 Rehovot 

rs78478128 Orissa rs137852333 Ierapetra rs137852349 Namoru 

rs137852316 Nashville/ 

Anaheim 

rs137852334 Guadalajara rs267606836 Vancouver 

rs137852319 Harilaou rs137852336 Japan rs138687036 Konan/Ube 

rs137852323 Riverside rs137852337 Pawnee Rs387906468 - 

Diagrama 1 – Variantes classificadas como deletérias em ferramentas 

que analisam alterações estruturais e funcionais  
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rs137852324 Andalus rs137852341 Quing Yuan/ 

Chinese-4 

rs281860640 - 

rs137852325 Puerto Limon rs137852343 Nankang rs387906467 - 

rs137852327 Viangchan/ 

Jammu 
rs137852344 Neapolis rs387906470 - 

rs137852328 Mexico City rs137852345 Serres rs387906471 - 

 

 
 
Em suma, os achados correspondem a resultados reforçando potenciais SNPs danosos de G6PD e 

a escassez de dados na literatura científica referentes tanto aos polimorfismos quanto a sua exploração na 
carcinogênese tireoidiana. Associados, eles apontam para possibilidade de análise futura destes aspectos, 
como um potencial estudo para avaliação do impacto de alterações polimórficas no microambiente do câncer 
de tireoide. 

Quanto à associação destes polimorfismos com infecção por HSV-2 e a evolução do câncer de 
tireoide, não houve até então estudo investigando esta relação específica. Entretanto, há trabalhos com a 
genotipagem de genes envolvidos no equilíbrio oxidativo de pacientes oncológicos infectados por vírus 
potencialmente oncológicos, os quais trazem resultados que apontam estes aspectos (polimórfico e viral) 
como fatores de risco sinérgicos e, em alguns casos, protetores. Dentre eles, há a observação de variantes 
da enzima NOX4 como fator protetor e variantes de GCLM como fator de risco em pacientes com carcinoma 
hepatocelular associado à infecção pelo vírus de DNA HBV (28). Foi relatado ainda que polimorfismos nos 
genes GPX1, MPO e SOD2 conferem aumento no risco de linfoma Não-Hodgkin simultâneo à infecção pelo 
vírus de RNA HCV (29,30). Variantes da SOD2 levam, inclusive, ao maior risco de desenvolvimento de 
carcinoma hepatocelular associado à HCV (31). Outro achado foi o de que polimorfismos no gene PRDX3 
estariam associados ao risco de câncer cervical pelo vírus de DNA HPV (32). Tais informações reforçam a 
possibilidade de alterações no gene G6PD, cuja expressão se relaciona ao estresse oxidativo, terem impacto 
em nódulos tireoidianos infectados por HSV2. 
 

CONCLUSÕES: 
Ferramentas in silico sugerem que variantes no gene G6DP causam alterações funcionais e 

estruturais na proteína. Estas variantes patogênicas devem ser validadas em estudos práticos com nódulos 

tireoidianos para comprovar sua possível utilidade como marcadoras de risco para CT. Há intenção de análise 

futura do câncer de tireoide quanto à infecção por HSV-2 em situação de G6PD polimórfico, considerando o 

vírus como promotor de estresse oxidativo e a associação deste com a desregulação da homeostase, um 

possível fator de risco adicional no microambiente tireoidiano sem o equilíbrio oxidativo adequado. 
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